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学 位 論 文 内 容 の 要 旨
【緒言】
口腔インプラント治療の短期的 ･長期的予後には埋入局所の骨質が関与していることが
知られているため,嘘入部位の顎骨骨質を改善する試みが多くなされてきた｡しかし,坐
物学的に顎骨骨質を改善する有効な方法は未だ確立されていない｡塩基性線維芽細胞増殖
因子 (basicFibroblastGrow血Factpr;bFGF)は:,各種組織再生に関与しており,大腿骨や腸
骨に注入した場合,局所の骨質改善に有効であるとの報告がなされている｡したがって,
bFGFは顎骨においても骨質改善効果を有することが期待されるが,その効果はいまだ明ら
かとなっていない｡
そこで本研究では,ウサギをモデルと:して,bFGFが下顎骨の骨質改善に有効かどうかを
明らかにすることを目的とし,bFdFを下顎骨に単回投与した際の組織学的変化を検討し
た｡次いで,下顎骨骨髄から血球系ならびに間葉系細胞を分離し,その挙動に与えるbFOF
の効果をinvi加 で検討した｡
【材料および方法】
すべての動物実験ならびに細胞実験は,12週齢雄性日本白色ウサギ (体重2.5-3.0kg)を
用いて行った (岡山大学動物実験倫理委員会,承線番号 :OKU2007-227).
1･bFGF骨髄内局所単回投与 :ウサギの下顎骨骨髄腔にbFGFIOO帽 を注入 し,4週後の骨
髄海綿骨の変化を組織学的に検討した｡対照には腰骨を用い,比較,検討した｡下顎骨に
関してはpCT撮影を行い,骨形態計測学的にも評価した｡
2･骨髄間質細胞に対するbFGFの影響 :ウサギの下顎骨,腸骨,腰骨を対象とし,それぞ
れの骨髄から骨髄間質細胞を分離し,以下の項目を比較,検討したC
2･1)細胞増殖 :0,10~12M,10-,MのbFGFを含む培地で細胞を培養 し,1日目,5日目の生細
胞数をMTS法はて評価した.
2-2)細胞遊走:FBS非添加培地に0,10-12M,10~9MのbFGFを添加 し,30時間培養後の細胞
の遊畢距離をscratchassayにて評価した0
2-3)骨芽細胞分化 :石灰化誘導培地ko,10-12M,10~9MのbFGFを添加 し,各細胞の石灰化
結節形成能,アルカリフォスフアタ-ゼの活性ならびに遺伝子発現を評価した｡
3.骨髄細胞培養における破骨細胞形成とその活性に対するbFGFの影響:ウサギの下顎骨,
腸骨,腰骨骨髄から分離した骨髄細胞を,10JM のVitaminD3(VD3)ならびに0,10~12M,
10~9MのbFGFを添加 した培地で噂養した｡14日後にTRJU 染色を行い,破骨細胞形成を
評価した｡吸収活性の評価は,カルシウムコ､- トされた培養プレ｣ ト上に形成される吸収
寓の面積を計測した｡
4.骨髄間質細胞の破骨細胞形成支持能の評価 :ウサギ肺臓から分離した細胞を,下顎骨,
腸骨,腔骨骨髄から分離した骨髄間質細胞と共培養した｡14日後のTRAP陽性多核細胞の
数と吸収寓面積を,実験3と同様に評価し,それぞれの破骨細胞形成支持能を評価した｡
また,それぞれの骨髄間質細胞において,破骨細胞形成に関連する因子であるRJm な
らびにM-CSF遺伝子の発現圭をRT-PCR法を用いて半定量的に評価した｡
5.統計解析
各データの統計学的有意性は,pair¢dイ検定,ならびに一元配置分散分析と多重比較検定
を用いて評価した｡
【結果および考察】
I.bFGF骨髄内局所単回､投与による骨の形態学的変化 :骨髄腔内-のbFGF注入 4､週後に
は,下顎骨では明らかな新生骨形成を静めたOしかし,腰骨での骨形成は認めなかった｡
下顎骨中骨形態計測を行ったところ,骨梁体横比,骨梁幅,骨梁数ともに生理食塩水注入
群と比較して有意に高い値を示した｡
2.骨髄間質細胞の挙動に与えるbFGFの影響;下顎骨,腸骨,腔骨骨髄から分離した骨髄間
質細胞の増殖と遊走は,bFGF濃度依存的に促進され,下顎骨骨髄間質細胞は腸骨,腰骨
骨髄間質細胞と比較して,高い増殖能,遊走能を示した｡すべての骨髄間質細胞において
bFGF濃度依存的に骨芽細胞分化 (石灰化結節形成,アルカリフォスフアクーゼ活性なら
びに遺伝子発現)は抑制された｡
3.骨髄細胞培養における破骨細胞形成とその活性に対するbFGFの影響.･vD3存在下におけ
る骨髄細胞培養では,すべての骨髄培養に率いてbFGF濃度依存的に破骨細胞形成が抑制
された｡しかし,抑制前後ともに,腸骨,腔骨骨髄細胞の方が,下顎骨骨髄細胞よりも,
破骨細胞数,吸収活性ともに高かった｡
4.骨髄間質細胞の破骨細胞形成支持能の評価:vD3存在下における骨髄間質細胞と肺臓細
胞との共培養においても, bFGF濃度依存的に破骨細胞形成が抑制された｡腰骨骨髄間質
細胞が最も高い破骨細胞形成支持能を有し,下顎骨 ･腸骨骨髄間質細胞の支持能は低かっ
た｡VD3刺激下における腰骨骨髄間質細胞のRANXL遺伝子発現章は,下顎骨,腸骨骨髄
間質細胞と比較して有意に高く,共培養における結果を支持するものであった｡一方,
M-CSF遺伝子発現量は各細胞間で差を静めなかった｡
以上から,下顎骨骨髄腔内へのbFGF注入により,注入局所の骨質の改善が得られる可
能性が示唆された｡また,このメカニズムは, bFGF注入により骨髄間質細胞の増殖と遊
走が高度に促進され,骨形成を担う細胞が多生に蓄積されることにより骨再生韓境が整え
られること,また下顎骨では,破骨細胞形成能が低調であるのに加えて,bFGFにより破
骨細胞形成が抑制されるた吟,骨髄腔内に新生骨が形成 ･維持されたものと推測された｡
【結論】
骨髄内-のbFGF局所注入4週後の骨を組織学的に評価すると,下顎骨では明らかな新
生骨形成を罷めたが,腰骨では静めなかった｡
下顎骨,腸骨,腰骨骨髄から分離した骨髄間質細胞において,神経堤由来の下顎骨由来細
胞は,中腰菓由来の腸骨ならびに腔骨由来細胞とは明らかに異なる性質を有していた｡す
なわち,増殖能､遊走準は下顎骨骨髄間質細胞が最も高く,骨芽細胞分化能,破骨細胞形
成支持能は鹿骨骨髄間質細胞が最も高かった｡
論 文 審 査 結 果 の 要 旨
口腔インプラント準療の短期的･長期的予後には埋入局所の骨質が関与している
ことが知られているため,嘩入部位の顎骨骨質を改善する試みが多くなされてき
た｡塩基性線維芽細胞増殖因子 (basicFibroblastGrowthFactor;bFGF)は,各種組
織再生に関与しており,大腿骨や腸骨に直接注入した場合,局所の骨質改善に有効
であるとの報告がなされている｡したがって,bFGFは顎骨においても骨質改善効
果を有することが期待されるが,その効果はいまだ明らかとなっていない｡
本研究は,ウサギモデルを用いて,bFGFが下顎骨の骨質改善に有効かどうかを
明きかにすることを目的とし,bFGFを下顎骨に単回授与した際の組織学的変化を
検討したも吟である｡また,下顎骨骨噂,ならびに腸骨･腰骨骨髄から骨髄間質細
胞を分離し,その細胞に対するbFqFの効果を invitroで比較 ･検討をおこなって
いる｡
その結果,明らかとなったこととして以下の点を挙げている0
1.骨髄内へのbFGF局所注入4週後の骨を組織学的に評価すると,下顎骨では明
らかな新生骨形成を認めたが,腰骨では認めなかった｡
2.下顎骨,腸骨,腰骨骨髄から分離した骨髄間質細胞において,神経壕由来の下
顎骨由来細胞は,中腰葉由来の腸骨ならびに腰骨由来細胞とは明らかに異なる
性質を有していた｡すなわち,増殖能､遊走能は下顎骨骨髄間質細胞が最も高
く,骨芽細胞分化能,破骨細胞形成支持能は腰骨骨髄間質細胞が最も高かった｡
これらの知見は,bFGFが局所的な下顎骨の骨質改善に有効であること,ならび
に各骨髄由来細胞はその採取部位によって性質が異なることを明らかとしたもの
である｡本結果は,成長因子を応用したインプラント治療適応拡大に向け,非常に
示唆に富む研究業績と考えられる｡また,実験計画および実験手法も適切であった｡
したがって本申請論文は博士 (歯学)の学位授与に十分値するものと判断した｡
